










生理学的、病態学的に重要であると考えられている。HIF-1alpha は酸素濃度依存的に prolyl hydroxylase 
domain-containing protein （PHD）による水酸化を受けることでユビキチン・プロテアソーム系によって速




　第Ⅰ章では今岡研究室の先行研究で明らかにされている bisphenol A（BPA）及びその類縁体による HIF-
1alpha 発現量の減少メカニズムについて検討した。本研究では、BPA による HIF-1alpha 分解における
BPA の構造の重要性を検討するために、BPA 類縁体が HIF-1alpha 発現量に及ぼす影響を検討した。この
検討によって BPA の側鎖の疎水性が HIF-1alpha 分解に重要であることを明らかにした。さらに BPA 及び
その類縁体が HSC70発現量を増加させることで HIF-1alpha 発現量を減少させることを明らかにした。これ
らの結果から、BPA 及びその類縁体は HSC70を発現誘導することで HIF-1alpha をリソソーム系を介した
分解（シャペロン依存性分解）に導くことが示された。
　第Ⅱ章では今岡研究室の先行研究で得られている、活性酸素（ROS）のスカベンジャー蛋白質 CSR が
HIF-1alpha の活性を増加させるという結果を元に、ROS と HIF-1alpha の活性との関係に注目し、長期低
酸素下における ROS を介した HIF-1alpha の負の制御メカニズムを明らかにした。すなわち長期低酸素下
で増加した ROS によって PHD2及び HIF-1alpha 転写活性阻害因子 factor inhibiting HIF-1 （FIH-1）の発現
量が増加することを見出した。そして PHD 及び FIH-1発現量増加は HIF-1alpha 転写活性活性化因子 redox 
factor-1（Ref-1）を介して行われることを明らかにした。さらに Ref-1の誘導は nuclear factor kappa-light-
chain enhancer of activated B cells （NF-κB）を介して行われることを明らかにした。以上の結果から、長
期低酸素下で増加した ROS は NF-κB を介して Ref-1を発現誘導し、HIF-1alpha の転写活性を活性化させるが、
その活性化は PHD2及び FIH-1を誘導し、HIF-1alpha の負の制御を引き起こすことを解明し、これまでの長
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期低酸素による HIF-1alpha 発現量低下は VEGF （血管新生）によるという通説を覆すことができた。
　第Ⅲ章ではがん細胞における protein disulfide isomerase（PDI）による HIF-1alpha の制御メカニズムに
ついて検討した。これまでの研究で PDI が様々ながん細胞において高発現しており、その悪性化に関与し
ていることが報告されている。そこで本研究では PDI の高発現と HIF-1alpha 活性に注目して研究を行った。
まず、がん細胞での PDI の高発現を模して、PDI 過剰発現が HIF-1alpha に与える影響を検討した。PDI 過
剰発現は HIF-1alpha の発現量及び転写活性を減少させた。これまで PDI の活性阻害剤を抗がん剤として
利用することが提案されているが、それは逆に HIF-1alpha を増やす結果になるのではと思われる。そこで
PDI による HIF-1alpha の発現量減少メカニズムについて詳しく検討した。その結果 PDI は HIF-1alpha を
酸化することで HSC70との相互作用を促進して、HIF-1alpha をリソソーム系による分解に導くことを明ら
かにした。またその分解は低酸素刺激によって PDI が細胞質に放出され、HIF-1alpha 内にジスルフィド結
合を形成することで HIF-1alpha 分解を誘導することを明らかにした。以上の結果から、PDI が HIF-1alpha
の酸化還元状態を変化させることによってリソソーム系を介した分解に導く、新しい HIF-1alpha の阻害因
子として同定された。
　第 IV 章では今岡研究室の先行研究で明らかにされている BPA が脳神経発達に影響を及ぼすこと、さら
には HIF-1alpha が脳神経発達に重要であるという知見から発想を得て、以下の実験を行った。まず、BPA
による PDI を介した神経突起伸長阻害メカニズムについて検討した。PDI の S - ニトロシル化はアルツハイ
マー病やパーキンソン病の患者の脳内で増加していることが分かっている。今岡研究室の先行研究におい
て BPA が細胞内一酸化窒素（NO）量を増加させることが明らかとなっている。BPA はラット褐色細胞腫
由来細胞（PC12細胞）及びラット海馬由来初代培養神経細胞において PDI の S - ニトロシル化を誘導した。
さらに、BPA は nitric oxide synthase（NOS）を活性化することで神経突起伸長を阻害することを明らか
にした。これらの結果から、BPA によって発生する過剰 NO によって誘導された PDI の S- ニトロシル化が
PDI を不活性化させることで、神経毒性を引き起こすことが示された。しかし、BPA-PDI-HIF-1alpha 軸の
解明には至らなかった。







項目３．PDI による HIF-1alpha の酸化と発現調節
　項目１については今岡研究室で HIF-1alpha の蛋白質量を低下させる化学物質として BPA が発見され、
その後すぐに BPA 誘導体が研究レベルでの HIF-1alpha 阻害剤として市販された。一方、HIF-1alpha が固
形がんにおける血管誘因の元となる血管内皮増殖ホルモン VEGF の発現に重要であることから、抗がん剤
としての HIF-1alpha 阻害剤の探索が行われており、その基本骨格がビスフェノールであることが明らかに
なっている。申請者は不明であった BPA による HIF-1alpha の発現低下がシャペロン依存性の HIF-1alpha
の分解であることを明らかにした。項目２については、これまでがんにおいて HIF-1alpha が増加するもの
の、日にちが立つと発現が低下することが明らかになっていた。このメカニズムとしてがん細胞では増殖が






殖が盛んなため、シャペロン活性を有する PDI が高発現しており、PDI の阻害剤を抗がん剤として利用す
ることが提案されているので、PDI の高発現と HIF-1alpha の発現について検討を行った。その結果、PDI
の高発現は HIF-1alpha の発現を低下させ、ノックダウンは HIF-1alpha を増加させることが明らかとなった。
そのメカニズムとして、低酸素によって小胞体から細胞質に放出された PDI が HIF-1alpha を酸化して、シャ
ペロン依存性の分解に導くことが明らかになった。このことは PDI の阻害剤をがんに添加するとがん細胞
において HIF-1alpha が増加して、がんを増悪させる可能性を示している。以上の結果から、現在がんにお
いては HIF-1alpha を低下させて、増殖や悪性化を抑えること、心筋梗塞では HIF-1alpha を増加させること
で、血管新生や心筋再生を図ることが考案されているが、このような緻密な HIF-1alpha 発現調節がされて
いる知見を踏まえた創薬が望まれる。
　申請者は、これらの成果を筆頭著者として Free Radical Research, PLOS ONE などの４本の国際雑誌に
報告しており、これらの論文を含め計６本の申請者が関わった論文が欧文誌に掲載されている。以上のこと
から、審査委員会は申請者が、英語での十分な発信能力と文書執筆能力を有していると判断した。
　審査委員会は本論文の内容を中心に審査会を開き、また公開の論文発表会を行い、申請者が論文内容およ
び関連する分野において十分な理解と学識を有していること、さらに、将来の研究遂行について十分な能力
を有していることを確認した。よって審査委員会は、本論文提出者である小林之乃氏が博士 （理学）の学位
を授与されるに足る十分な資格を有するものと判定する。
